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Beschreibung 

Nukleotidsequenzen coryneformer Bakterien codierend fiir 
am L-Serinstoffwechsel beteiligte Proteine sowie 
Verf ahren zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin 



Die Erfindung betrifft Nukleotidsequenzen coryneformer 
Bakterien codierend fiir am L-Serinstof fwechsel betei- 
ligte Proteine mit reduzierter bzw. ausgeschalteter 
L-Serin-Dehydratase sowie Mikroorganismen und Verfahren 
zur Herstellung von L-Serin. 



10 



15 



20 



25 



Die Aminosaure L-Serin findet in der Nahrungsmittel- , 
Puttermittel- und Pharmaindustrie , sowie in der Human- 
medizin Anwendung. Dariiber hinaus dient sie als Bau- 
stein fiir die Synthese weiterer industriell verwertba- 
rer Produkte, wie z. B. L-Tryptophan aus Indol und 
L-Serin. 

Es ist bekannt, dass L-Serin durch Fermentation von 
Stammen coryneformer Bakterien hergestellt werden kann. 
So ist z. B. ein Stamm von Corynebacterium glycinophi- 
lum in der Lage, L-Serin aus Glycin und Kohl enhydra ten 
zu bilden (Kubota K, Kageyama K, Shiro T und Okumura S 
(1971) Journal of General Applications in Microbiology, 
17: 167-168; Kubota K, Kageyama K, Maeyashiki I, Yamada 
K und Okumura S (1972) Journal of General Applications 
in Microbiology 18: 365) . An der Umsetzung von Glycin 
zu L-Serin ist hier das Enzym L-Serin-Hydroxymethyl- 
transferase beteiligt (Kubota K und Yokozeki K (1989) 
Journal of Fermentation and Bioengeneering, 67(6) :387- 
390) . Diese Corynebacterium glycinophylum Stamme weisen 
eine defekte Serindehydratase auf , die durch ungerich- 
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tete Mutagenese erzeugt wurde (Kubota K (1985, Improved 
production of L-seri„ by mutants of Corynebacterium 
glyclnophylum with l ess serine dehydratase activity 
Agricultural Biological chemistry, 49:7-12). Diese En- 
: zymaktivitat ist Pyridoxal 5 --Phosphat abhangig und 
nicht molekular charakterisiert (Kubota K. , Yokozeki K 
Ozaki H. , 1M „ E£fects Qf L . ser . ne dehydratse iv . t - 

on L-serine production by Corynebacterium glycinophylum 
and an examination of the properties of the enzyme 
Agric. Biol. Chem 49:7-12, Aus dem us patent 4|528273 
xst ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung von L-Serin 
aus Glycin bekannt, bei dem dar Mikroorganismus Serin- 
Dehydratase negativ ist. 

Weiterhin wird L-Serin fermentativ aus Methanol und 
Glycin unter Zuhilfenahme methylotropher Bakterien, wis 
z. B. Hyphomicrobium Stammen, produziert (Izumi Y, Yos- 
hida T, Miyazaki SS. Mitsunaga T, ohshiro T, shiamo „, 
Mzyata A und Tanabe T (1 9 93 ) Applied Microbiology and 
Biotechnology, 39: 427-432). In beiden Fallen muss die 
Aminosaure Glycin als Vorstufe fflr ^ ^ ^ ^ 

nosSure L-Serin eingesetzt werden. 

Farner sind coryneforme Baxterien bekannt. die L-Serin 
direkt aus Kohlenhydraten, ohne zusatzliche Beigabe 
weiterer Vorstufen produzieren konnen. Dies ist fur si- 
ne wirtschaftliche Produktion von L-Serin in indus- 
trialism MaSstab vorteilhafter, da L-Serin direkt aus 
Kohlenhydraten ohne aufwendige Zugabe von Vorstufen 
hargestallt werden kann. Diese sttame, die zu der Gat- 
tung Corynebacterium glutamic geh6ren , „ elsen 3ich 
dadurch aus. dass sie z. B. resistant gegen die 
L-Serin-Analoga Sarin-Hydroxamat und E-Chloroalanin 
sxnd und durch ungerichtete Mutagenese erhaltan warden 
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(Yoshida H und Nakayama K (1974) Nihon-Nogei-Kagaku- 
kaishi 48: 201-208). 



10 



Dariiber hinaus sind Brevibacteri urn flavum Stamme be- 
kannt, die durch ungerichtete Mutagenese Defekte im 
L-Serin-Abbau aufweisen, eine erhohte Aktivitat der 
durch serA kodierten 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase 
besitzen, und die aus Escherichia coli stammenden Gene 
serB und serC uberexprimieren (EP0931833A2 ) . 



Es ist Aufgabe der Erfindung, MaSnahmen zur Verfiigung 
zu stellen, die zu einer verbesserten Produktion von 
L-Serin oder davon ableitbaren Stof fwechselprodukten 
wie z. B. Tryptophan fvihren. Es ist somit Aufgabe der 
15 Erfindung, Nukleinsauren bereitzustellen, die fur am 
L-Serinstoffwechsel beteiligte Proteine codieren, die 
gegeniiber in Wild Typ Organismen vorkommenden Proteinen 
einen verringerten bzw. keinen Abbau von L- Serin zu Py- 
ruvat aufweisen. In diesem Zusammenhang ist es weiter- 

2 0 hin Aufgabe der Erfindung eine L-Serin-Dehydratase so- 

wie Mikroorganismen bereitzustellen, die gegeniiber na- 
tiirlich vorkommenden L-Serin-Dehydratasen bzw. Mikroor- 
ganismen mit einer L-Serin-Dehydratase, einen verrin- 
gerten Abbau von L-Serin aufweisen. Weiterhin ist es 
25 Aufgabe der Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur 
mikrobiellen Herstellung von L-Serin bereitzustellen. 

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf- 
gabe erfindungsgemafc gelost, mit den im kennzeichnenden 

3 0 Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkmalen. Weiterhin 

wird die Aufgabe ausgehend vom Oberbegriff des An- 
spruchs 7 erfindungsgemafi gelost, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 7 angegebenen Merkmalen. Die 
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Aufgabe ward auSerdem ausgehend vom Oberbegriff des An- 
spruchs 8 erf indungsgemaS gelost, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 8 angegebenen Merkmalen. Die 
Aufgabe wird ebenso ausgehend vom Oberbegriff des An- 
5 spruchs 9 erf indungsgemaS gelost, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 9 angegebenen Merkmalen. Die 
Aufgabe wird weiterhin ausgehend vom Oberbegriff des 
Anspruchs 14 erf indungsgemaS gelost, mit den im kenn- 
zeichnenden Teil des Anspruchs 14 angegebenen Merkma- 

10 len. Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 2 0 wird 

die Aufgabe ebenfalls erf indungsgemaS gelost, durch die 
im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 2 0 angegebenen 
Merkmale. Weiterhin wird die Aufgabe ausgehend vom 
Oberbegriff des Anspruchs 21 erf indungsgemaS gelost, 

15 durch die im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 21 an- 
gegebenen Merkmale. 

Mit den erfindungsgemafien Nukleinsauren sowie Polypep- 
tiden ist es nunmehr moglich, eine L-Serin-Dehydratase 
bereitzustellen, die einen verringerten bzw. keinen 
20 L-Serin Abbau mehr verursacht . Weiterhin ist es mog- 
lich, Mikroorganismen und Verfahren bereitzustellen, 
mit denen eine L-Serinproduktion mit gegeniiber bisher 
bekannten mikrobiellen Verfahren hoheren Ausbeuten mog- 
lich ist. 



25 



Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 
chen angegeben. 



Gegenstand der Erfindung sind in Mikroorganismen der 
Gattung Corynebacterium replizierbare, gegebenenf alls 
rekombinante Nukleinsauren, deren fur die L-Serin- 
Dehydratase, im folgenden auch als SDA bezeichnet, co- 
dierende Nukleotidsequenz in Teilen Oder komplett dele- 
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tiert oder mutiert 1st oder gegenuber naturlich vorkon,- 
menden Nukleotidsequan Z en geringer oder gar nicht 
exprimiert wird. 



5 Gegenstand der Erfindung lat „ eiterhin dle Bereitstel . 
lung von Nukleinsauren, deren sdaA Gensequenz in Teilen 
Oder komplett deletiert oder mutiert 1st oder gegenuber 
naturlich vorkommenden Nukleotidsequenzen geringer oder 
gar nicht exprimiert wird. Es erwies sich beispielswei- 
se eine Nukleins.ure ™it einer Nukleotidsequenz gemaS 
SEQ ID No l deren Kukleotide von Position SOS bia 918 
teilweise oder komplett deletiert oder mutiert aind 
Oder ein Allel, Homolog oder Derivat dieaer Nukleotid- 
sequenz oder mit dieaen hybridiaierende Nukleotidse- 
15 quenzen ala vorteilhaft. Weiterhin vorteilhaft kann 

beispielsweise die Deletion oder Mutation dea zur Bil- 
dung dea Eiaen-Schwef elcluatera erforderliche Cystein 
enthaltende Sequenzmotiva aein (Hofmeister et al 
(1994) iron-aulfur oluater- containing L-aerine dehydra- 
tase from Peptostreptococcus aaaccharolyticus : correla- 
tion of the cluster type with enzymatic acticvity. FEES 
Letters 351: 416-418). 

Die Wild Typ L-Serin-Dehydratase (sda*, Gensequenz 1st 
allgemein bekannt und kann den dem Fachmann bekannten 
Datenbanken (NCB1 Accession Mr. AP005279) oder dem bei- 
gefugten Sequenzprotokoll gemaS SEQ ID No . 1 entnommen 
werden . 

Die vollstandige Deletion dea L- Serin -Dehydra- 
30 tase(sdaA)- Ge ns kann beispielsweise durch gerichtete 
rekombinante DNA-Techniken erreicht werden. Geeignete 
Methoden dazu sind bei Schafer et al . (Gene ( 1994 , 
69-73) oder auch Link et al . (journal of Bacteriology 
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(IMS) 179: 6228-6237) beechrieben. Auch konnen „ ur 
Telle des Gans deletiert werden, Oder auch mutierte 
Fragroente das b-Serin-Dehydrataee-Gens ausgetauscht 
werden. Durch Deletion cdar Austauach w ird so ain Ver- 
lust oder aina Reduktion dar L-Serin-Dehydratase- 
Aktivitat arreicht. Bin Baiapial fur aina darartige 
Mutanta iat dar c. glutaa.icu* Stan™ AICC13032AsdaA, dar 
eine Deletion im sdaA-Gen tragt. 

f 

«. die Expression des sdaA-Gens zu verhindern Oder aina 
geringere Kxpreaaion zu erreichen, kann bei S pial SW ei se 
die Promoter- und Regulationsregion, die aicb stromauf- 
warta daa Strukturgens befindet, m utiert werden In 
gleicher Weise wirken Expressionsregulationskassetten 
die stromaufwirts dea Strukturgens eingebaut werden ' 
Durch regulierbare Pro m otoren iat es zusatzlich n^ioh 
die Expresaion i m Verlaufe der fer^entativen ,-Serin- 
bildung zu reduzieren. Daneben iat aber auob eine Regu- 
lation der Translation m oglich, indem beispielsweise 
die Stabilitat der m -RK fl redU2lert wird _ ^ ^ 

konnen Gene verwendet werden, die fflv 

uen - aie ™ das entsprechende 
Enzy* m t gennger Aktivitat kodieren. Alternativ kann 
weitarhin eine reduzierte Expreasion dea L-Serin- 
Dehydratase-Gene durch Veranderung der Medienzusanznen- 
setzung und Kulturfuhrung arreicht werden. Anleitungen 
findet dar Fachroann unter anderem bei Martin at al 
Bio/Technology 5, 137-146 (1987) , , bei GuerrerQ ^ 
Gene 138. 35-41 (1994)) , Tsuohlya ^ 
Bio/Technology 6, 428-430 (1988,,. bel Eikmarms ^ 
(Gene 102, 93-98 ,1991,,, m der Europaischen Patent- ' 
schrift EPS 0 472 869, i m US Patent 4>601 , a93 _ ^ 
Schwarzer und Puhlar (Bio/Technology 9, 84-87 ,1991) 



WO 2004/081166 



7 



PC17DE2004/000248 



bei Reinscheid et al . (Applied and Environmental Micro- 
biology 60, 126-132 (1994)), bei LaBarre et al . (Jour- 
nal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)) und in der 
Patentanmeldung WO 96/1524 6. 



Die erfindungsgemaSen Nukleinsauren zeichnen sich da- 
durch aus, dass sie aus coryneformen Bakterien, bevor- 
zugt der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium 
besonders bevorzugt aus Corynebacterium glutamicum iso- 
ixert werden. Beispiele fur in Stammkulturen hinterleg- 
te Wald Typen coryneformer Bakterien sind beispielswei- 
se, 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870; 
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806; 
Corynebacterium callunae ATCC 15991 ; 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032; 
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020; 
Brevibacterium lactof ermentum ATCC 13 869; 
Corynebacterium lilium ATCC 15990; 
Brevibacterium flavum ATCC 14067; 
Corynebacterium melassecola ATCC 17965; 
Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066; 
Brevibacterium immariophilum ATCC 14068; 
Brevibacterium roseum ATCC 13825; 
Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240; 
Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354; 

Beispiele fur zur Herstellung von L-Serin geeignete 
Mutanten oder Produktionsstamme sind, Organismen aus 
der Gruppe Arthrobacter, Pseudomonas, Nocardia, Methy- 
lobacterium, Hyphomycrobium, Alcaligenes oder Klebsiel- 
la. Dxe vorliegende Erfindung wird durch die Angabe der 
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15 



20 



™o r ~en Bakteriensta™ naber charakteriaiert 
die jedooh nicht limitierend wirkt. 

unt er einer Nukleinsaure oder einera Nukleins4u 

fizierte oder ar HH^ 1n ^etisierte, modi- 

er art ifizaelle Nukleotide ant-h»n- 

d« Begri « DMa _ Polymer sohlieEt hie d ; b ~ en ka *»- 

-ha DKR . CDNA Oder Mi schungen davQn t:.^ SSn ™- 

un,e ^ ind erfindungsgemag £unktiQneii 

ente, d. h. » „esen tl i ohen gleichwirkende Hukleotid 
sequent 2U verstehen . equivalent = 

-a sind seiche Sequent, welohe J!! * SeqUen " 
Hukl«„Hrt„ »eJ.ctte trotz abweichender 

NuHeotzdsequenz, beispielsweise durch die Degenerie 
rung dee genetischen Codes bedino,- » 9ener:le - 
Funktionen b»„^ 9 n °° h die 9 ewQ *schten 

kronen besztzen. Funktioneile Aquivalente umfassen 

7' natQrUCh -rko™ Veriencen der hierif be 
schrzebenen Sequenzen so„ie kunsziicbe, 3"^" 

LIT? synthese erhaltene und — ~ ls an den 

r ; r h -.«—~- * TO3t e Muueo . 



25 



30 



**« — ^tioneiien AquivaXent verszeht ma „ ine- 
besondere aucb naturiiche oder kiinstllohe ^.^J™ 
«~ ursprOnglicb isolierten seguen « °- 

la~ te PUnktiOT Zei9e - " Ut — - 
Oder LalT"' Addlti0nen ' "-tic—, Vertauscnungen 
Oder Insertzonen eines oder me hrerer Nukleotidreste 
Inbegriffen sind hiej- =,„,->, ste - 
di. * ~ s°ganannte Sinnmutationen 

uren fuhren konnen, welche aber zu 
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*einer grundsatzlichen Veranderung der Wctivitat des 
Protons fuhren und somit funfctionsneutral ^ 

auf Protexnebene dan H-Ter^xnue eines Prcteins betref . 
fen ohne jedoch die Punktion des Proteins wesentiich 
zu beeintrachtigen. 

Durch die voriiegende Erfindung werden auch seiche 
»u*leotxd Seq uen Z en u mf asst, „ e lche » durch „cdi f i ka - 
txon der Nukleotidseguenz, resuitierend in entsprechen- 
den Derivaten, erhSlt • p en 

kann z p ,• solchen "°1ifi k aticn 

tann * • dxe wextere Elngrenzung der darin 

nen codxerenden Seguenz ^ z ^ ^ ^ ^ 
wexterer Pe 3 tri k tionsen Zym -SchnittsteUen sein. 

rrr m ^"^^ ^-^enzen Gegenstand der 

vor llege nden Errindung, solange ^ ^ ^ 

ben dxe gewunschten Eigenschaf ten verrcitteln. Seiche 

Rl k -r ieUen DBA - SeqUe — "»« bei S pie ls „eise durch 

IntcT ^ mi " elS ~ ™— Progra m - 

men (Secular ra cdelling, erstellten Prcteinen cder 

durch xn-vitrc-selction er^ttelt werden. Besonders 
geergnet exnd codierende DKA-Seguensen. die durch Ruck- 
uber tzung einer Polypeptidsequenz gemAg fflr 

Wxrtsorganxs™ S pe 2lf i 3chen Kodon . Nutzung ^ 
wurden. Dle spe2ifische Kodon . Nut3ung ^ ^ 

Cc^r enetlSChen Meth0de " Ve "« ut « a durch 

Co^ute rauswertung anderer. bereits haunter Cene dea 

transformxerenden Organises leicht ermitteln. 

r:e r rl m : l09e ;. SeqUen2en Slnd ~lche 

verstehen, dxe zu den erf indungsge m a S en Nukleotidse- 
guensen k ompleraentir sind und/oder ^ 
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sieren. Der Begriff hybridisierende Sequenzen schlieSt 
erfindungsgemaS substanziell ahnliche Nukleotidsequen- 
2611 aUS dSr Gru PP e von D ^A Oder RNA ein, die unter an 
sich bekannten stringenten Bedingungen eine spezifische 
5 Wechselwirkung (Bindung) mit den zuvor genannten Nukle- 
otidsequenzen eingehen. Hierzu zahlen auch kurze Nukle- 
otidsequenzen mit einer Lange von beispielsweise 10 bis 
30, bevorzugt 12 bis 15 Nukleotiden. Dies umfasst er- 
fxndungsgemafi u.a. auch sogenannte Primer oder Sonden 

10 

ErfindungsgemaS sind auch die den codierenden Bereichen 
(Strukturgenen) vorausgehenden (5^-oder upstream) 
und/oder nachf olgenden (3 '-oder downstream) Sequenzbe- 
reiche eingeschlossen. Insbesondere sind hierin Se- 
15 quenzbereiche mit regulatorischer Punktion inbegriffen 
Sxe konnen die Transkription, die RNA-Stabilitat oder 
die RNA Prozessierung sowie die Translation beeinflus- 
sen. Beispiele fur regulatorische Sequenzen sind u a 
Promotoren, Enhancer, Operatoren, Terminatoren oder 
20 Translationsverstarker . 

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine Genstruktur, 
enthaltend wenigstens eine der zuvor beschriebenen 
Nukleotidsequenzen sowie mit diesen operativ verknupfte 
25 regulatorische Sequenzen, welche die Expression der co- 
dierenden Sequenzen in der Wirtszelle steuern. 

Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung einen 
Vektor enthaltend eine Nukleotidsequenz der zuvor be- 
10 schriebenen Art, mit diesen operativ verknupfte regula- 
tive Nukleotidsequenzen sowie zusatzliche Nukleotidse- 
quenzen zur Selektion transf ormierter Wirtszellen, fur 
dxe Replikation innerhalb der Wirtszelle oder zur In- 
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tegration in das entsprechende Wirtszell-Genom. Ferner 
kann der erf indungsgemaSe Vektor eine Genstruktur der 
vorgenannten Art enthalten. 

Als Vektoren eignen sich solche, die in coryneformen 
5 Bakterien repliziert werden wie z. B. pZl (Menkel E 
Thierbach G, Eggeling L , Sahm H _ # ^ ^ 

Microbiol 55(3): 684-688), pEK Ex2 (Eikmanns et al Ge- 
ne 102 : 93-ss ( 1991) , oderpXMJ19 (JacobyM>/ Burk ; vsk± 
A (199S) Construction ans application of new Corynebac- 
terxum glutamicum vectors. Biotechnol . Technique 13 • 
437-441) . Andere Plasmidvektoren konnen in gleicher 
Weise verwendet werden. Diese Aufzahlung i st fur die 
vorliegende Erfindung jedoch nicht limit ierend. 

15 unter Ausnutzung der erf indungsgemaSen Nukleinsaurese- 
quenzen konnen entsprechende Sonden oder auch Primer 
synthetisiert und dazu verwendet werden, beispielsweise 
mat Hilfe der PCR-Technik analoge Gene aus anderen Mik- 
roorganismen, bevorzugt coryneformen Bakterien zu 

20 amplifizieren und isolieren. 



25 



30 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung i st somit auch 
eine sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen oodierend fur an der Bioeyntheae von L-Serin be- 
texligte Proteine, wobei diese Sonde ausgehend von den 
erfmdungsgemaEen Nukleinaiureeequenzen der zuvor be- 
achriebenen Art hergeatelit „ird und eine zur Detektion 
geeignete Markierung enth.it. Bei der Sonde kann es 
srch urn einen Teilausachnitt der erf indungsgem&Sen Se- 
quenz, beiapielaweiae aua einem konaervierten Bereioh 
handeln, der z. B. eine Linge von 10 bia 30 Oder bevor- 
zugt 12 bia 15 Nukleotlden au£ „ eist und unter str . 

ten Bedingungen apezifisoh .it horcologen Hukleotidae- 
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quenzen hybrid! sieren kann. Geeignete Markierungen sind 
aus der Literatur zahlreich bekannt . Anleitungen hierzu 
findet der Fachmann unter anderera beispielsweise im 
Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practi- 
5 cal approach (IRL Press, Oxford, UK, 1984) und bei New- 
ton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Hei- 
delberg, Deutschland, 1994) oder beispielsweise im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybri- 
dization" der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, 
10 Deutschland) und bei Liebl et al . (International Jour- 
nal of Systematic Bacteriology (1991) 41 : 255-260). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner eine 
L-Serin-Dehydratase mit gegeniiber der Wild Typ L-Serin- 
15 Dehydratase verringertem L-Serinabbau, codiert durch 
eine erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenz oder deren 
Variationen der zuvor beschriebenen Art. Die vorliegen- 
de Erfindung betrifft ebenso eine L-Serin-Dehydratase, 
bzw. ein L-Serin-Dehydratase Mutein, mit einer Amino- 

2 0 sauresequenz gemaS der SEQ ID No 2 deren Aminosauren 

von Position 135 bis 274, beispielsweise als Folge ei- 
ner gerichteten Mutagenese auf DNA-Ebene, verandert 
wurden oder einer modif izierten Form dieser Polypeptid- 
sequenzen oder Isoformen davon oder Mischungen daraus. 
25 Unter „verandert" wird im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung das komplette oder teilweise Entfernen oder 
Austauschen der Aminosauren von Position 135 bis 274 
verstanden. 

3 0 Unter Isoformen sind Enzyme mit gleicher oder ver- 

gleichbarer Substrat- und Wirkungsspezif itat zu verste- 
hen, die jedoch eine unterschiedliche Primarstruktur 
aufweisen. 
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Unter modif izierten Formen sind erf indungsgemaS Enzyme 
zu verstehen, bei denen Anderungen in der Sequenz, bei- 
spielsweise am N-Terminus oder C-Terminus des Polypep- 
5 tids oder im Bereich konservierter Aminosauren vorlie- 
gen, ohne jedoch die Funktion des Enzyms zu beeintrach- 
tigen. Diese Veranderungen konnen in Form von Aminosau- 
reaustauschen nach an sich bekannten Methoden vorgenom- 
men werden. 

10 

Die erfindungsgemaSen Polypeptide zeichnen sich dadurch 
aus, dass sie aus coryneformen Bakterien, bevorzugt der 
Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, besonders 
bevorzugt der Art Corynebacterium glutamicum oder Bre- 
15 vibacterium besonders bevorzugt aus Corynebacterium 

glutamicum stammen. Beispiele fur in Stammkulturen hin- 
terlegte Wild Typen coryneformer Bakterien sind bei- 
spielsweise 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870; 
20 Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806; 

Corynebacterium callunae ATCC 15991; 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032; 

Brevibacterium divaricatum ATCC 14020; 

Brevibacterium lactof ermentum ATCC 13869; 
25 Corynebacterium lilium ATCC 15990; 

Brevibacterium flavum ATCC 14067; 

Corynebacterium melassecola ATCC 17965; 

Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066; 

Brevibacterium immariophilum ATCC 14068; 
30 Brevibacterium roseum ATCC 13 825; 

Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240; 

Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354; 
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Beispiele fur zur Herstellung von L-Serin geeignete 
Mutanten oder Produktionsstamme sind Organismen aus der 
Gruppe Arthrobacter, Pseudomonas , Nocardia, Methylobac- 
terium, Hyphomycrobium, Alcaligenes oder Klebsiella. 
5 Die vorliegende Erfindung wird durch die Angabe der zu- 
vor genannten Bakterienstamme naher charakterisiert , 
die jedoch nicht limitierend wirkt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen gene- 
tisch veranderten Mikroorganismus , dadurch gekennzeich- 
net, dass die fur die L-Serin-Dehydratase codierende 
Nukleotidsequenz in Teilen oder komplett deletiert oder 
mutiert ist oder gegeniiber den naturlich vorkommenden 
Nukleotidsquenzen geringer oder gar nicht exprimiert 
wird. 

Die Erfindung betrifft weiterhin einen Mikroorganismus, 
der dadurch gekennzeichnet ist, dass das sdaA-Gen in 
Teilen oder komplett deletiert oder mutiert ist oder 
20 gegeniiber den naturlich vorkommenden sdaA-Genen gerin- 
ger oder gar nicht exprimiert wird. 

Ebenso umfasst die vorliegende Erfindung einen gene- 
tisch veranderten Mikroorganismus enthaltend in repli- 

2 5 zierbarer Form eine Genstruktur oder einen Vektor der 

zuvor beschriebenen Art . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daruber hin- 
aus auch ein genet isch veranderter Mikroorganismus ent- 

3 0 haltend ein erf indungsgemaSes Polypeptid der zuvor be- 

schriebenen Art, welches im Vergleich zu dem entspre- 
chend nicht genetisch veranderten Mikroorganismus einen 
verringerten bzw. keinen L-Serin Abbau aufweist. 
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Ein erfindungsgemaS genetisch veranderter Mikroorganis 
mus zeichnet sich ferner dadurch aus, dass er ein cory 
neformes Bakterium, bevorzugt der Gattung Corynebacte- 
rium oder Brevibacterium, besonders bevorzugt der Spe- 
zies Corynebacterium glutamicum oder Brevibacterium 
f lavum • ist . 



Prinzipiell konnen Gene durch an sich bekannte Metho- 
den, wie beispielsweise die Polymerase-Ketten-Reaktion 

10 (PCR) mit Hilfe von kurzen, synthetischen Nukleotidse- 
quenzen (Primern) amplif iziert und anschlieSend iso- 
liert werden. Die Herstellung der verwendeten Primer 
erfolgt im Allgemeinen anhand bekannter Gensequenzen 
aufgrund bestehender Homologien in konservierten Berei- 

15 chen der Gene und/oder unter Berucksichtigung des GC- 
Gehalts der DNA des zu untersuchenden Mikroorganismus . 

Eine weitere Vorgehensweise zur Isolierung von codie- 
renden Nukleotidsequenzen ist die Komplementation von 
sogenannten Defekt -Mutant en des zu untersuchenden Orga- 
nismusses, die zumindest phanotypisch einen Funktions- 
verlust in der Aktivitat des zu untersuchenden Gens 
oder entsprechenden Proteins aufweisen. Unter einer 
Komplementation ist die Aufhebung des Gendefektes der 
Mutante und weitgehende Wiederherstellung des urspriing- 
lichen Erscheinungsbildes vor der Mutagenese zu verste- 
hen, die durch die Einbringung funktioneller Gene oder 
Genfragmente aus dem zu untersuchenden Mikroorganismus 
erreicht wird. 



20 



25 



30 



Ein klassisches Mutagenese -Verfahren zur Herstellung 
von Defektmutanten bzw. von Mutant en mit einer redu- 
zierten oder ausgeschalteten L-Serin-Dehydratase, ist 
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beispielsweise die Behandlung der Bakterienzellen mit 
Chemikalien wie z. B. 

N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin oder UV-Bestrahlung. 
Derartige Verf ahren zur Mutationsauslosung sind all- 
gemein bekannt und konnen unter anderem bei Miller 
(A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Ma- 
nual and Handbook for Escherichia coli and Related Bac- 
teria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder 
im Handbuch "Manual of Methods for General Bacteriolo- 
gy" der American Society for Bacteriology (Washington 
D.C., USA, 1981) nachgelesen werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daruber hinaus ein 
Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin, wo- 
bei die fur die L-Serin-Dehydratase codierende Nuklein- 
saure in einem Mikroorganismus in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert wird oder gegeniiber naturlich 
vorkommenden Nukleinsauren gar nicht oder geringer ex- 
primiert wird, dieser genetisch veranderte Mikroorga- 
nismus zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin einge- 
setzt wird und das entsprechend gebildete L-Serin aus 
dem Kulturmedium isoliert wird. 
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30 



Die erfindungsgemaS hergestellten genetisch veranderten 
Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinu- 
ierlich im batch-Verf ahren (Satzkultivierung) oder im 
fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch 
Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum Zwecke der 
Produktion von L-Serin kultiviert werden. Eine Zusam- 
menfassung uber bekannte Kultivierungsmethoden sind im 
Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1 . Einf vihrung in 
die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stutt- 
gart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren 
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und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braun- 
schweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium muss in geeigneter Wei- 
se den Ansprtichen der jeweiligen stamme genugen. Be- 
schreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorga- 
nismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General 
Bacteriology" der American Society for Bacteriology 
(Washington D.C., USA, 1981) enthalten. Als Kohlen- 
stoff quelle konnen Zucker und Kohlenhydrate wie z. B. 
Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melas- 
se, Starke und Cellulose, 6le und Fette wie z. B. Soja- 
61, Sonnenblumenol , Erdnussol und Kokosfett, Fettsauren 
wie z. B. Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure, 
Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organised 
Sauren wie z. B . Essigsaure verwendet werden. Diese 
Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet wer- 
den. Als Stickstoff quelle konnen organische stickstoff- 
haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleisch- 
extrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser , So j abohnenmehl 
und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammo- 
niumsulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat , Ammoni- 
umcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stickstoffquellen konnen einzeln oder als Mischung ver- 
wendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure , 
Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat 
oder die entsprechenden natriumhaltigen Salze verwendet 
werden. Das Kulturmedium muss weiterhin Salze von Me- 
tallen enthalten wie z. B. Magnesiumsulf at oder Eisen- 
sulfat, die fur das Wachstum notwendig sind. SchlieS- 
lich konnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosauren und 
Vitamine zusatzlich zu den oben genannten stoffen ein- 
gesetzt werden. Dem Kulturmedium konnen 
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iiberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die ge- 
nannten Einsatzstof f e konnen zur Kultur in Form eines 
exnmaligen Ansatzes hinzu gegeben oder in gaeigneter 
Weise wahrend der Kultivierung zugefuttert werden. 
5 Zur pH-Kontrolle der Kultur werden basische Verbindun- 
gen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsau- 
re oder Schwef elsaure in geeigneter Weise eingesetzt 
Zur Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaum- 
> mxttel wie z. B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt 
werden. Zur Auf rechterhaltung der Stability von Plas- 
mxden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende 
Stoffe z. B. Antibiotika hinzugefugt werden. Urn aerobe 
Bedingungen aufrecht zu erhalten werden Sauerstoff oder 
sauerstoffhaltige Gasmischungen wie z. B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt 
normalerweise bei 20<>c bis 4 5 o C und vorzugsweise bei 
25o C bis 40oc. Die Kultur wird so lange fortgesetzt, 
bxs sich ein Maximum an L-Serin gebildet hat. Dieses 
Zxel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 
160 Stunden erreicht . 
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Dxe Analyse der L-Serin-Bildung kann durch Anionen- 
austauschchromatographie mit anschlieEender Ninhydrin 
Derxvatisierung erfolgen so wie bei Spackman et al 
(Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190 , beschrieben 
oder sie kann durch reversed Phase HPLC erfolgen so wie 
bex Lxndroth et al . (Analytical Chemistry (1979) 51. 
1167-1174) beschrieben. 

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung sind, k6nnen L-Serin aus Glucose, Saccharose, 
Lactose, Mannose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke 
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Cellulose oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. Es 
kann sich um die zuvor bereits naher beschriebenen Ver- 
treter coryneformer Bakterien handeln. Eine Auswahl an 
Ergebnissen der Fermentation ist in Tabelle 1 darge- 
■ stellt. Hierbei zeichnen sich die erf indungsgema* gene- 
txsch veranderten Mikroorganismen durch eine wesentlich 
verbesserte L-Serin-Produktion gegenuber den entspre- 
chend nicht transf ormierten Mikroorganismen (Wild Ty- 
pen) oder den Mikroorganismen aus, die lediglich den 
Vektor ohne Gen- Insert enthalten. In einer besonderen 
Ausfuhrungsvariante der vorliegenden Erfindung ist ge- 
zeigt, daS C. glutamicum ATCC 13 032ApanBCAsdaA 2U einer 
wenigstens 4-fachen Steigerung der L-Serin Akkumula- 
txon im Medium im Vergleich zu den Kontrollstammen 
fuhrt (Tab. 1). Durch die gemeinsame uberexpression 
weiterer Gene, die posit iv auf den L-Serinbiosyn- 
theseweg wirken, konnte eine 16-fache Steigerung der 
L-Serin-Produktion erreicht werden. 

Unter Aminosaure-Produktionsstammen sind im Sinne der 
vorliegenden Erfindung Corynebacterium glutamicum- 
Stamme oder homologe Mikroorganismen zu verstehen die 
durch klassische und/oder molekulargenetische Methoden 
derart verandert sind, dass ihr Stof fwechself luss ver- 
starkt in die Richtung der Biosynthese von Aminosauren 
oder deren Abkommlingen verlauft (metabolic enginee- 
ring) . Beispielsweise sind bei diesen Aminosaure- 
Produktionsstammen ein oder mehrere Gen(e) und/oder die 
korrespondierenden Enzyme, die an entscheidenden und 
entsprechend komplex regulierten Schlusselpositionen 
des Stoffwechselweges (Flaschenhals) stehen in ihrer 
Regulation verandert oder soger dereguliert. Die vor- 
Ixegende Erfindung umfasst hierbei samtliche bereits 
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bekannte Aminosaure-Produktionsstamme, bevorzugt der 
Gattung Corynebacterium oder homologer Organismen. Fer- 
ner sind erf indungsgemaS auch diejenigen Produktions- 
stamme umfaSt, die der Fachmann in Analogie zu Erkennt- 
5 nissen aus anderen Mikroorganismen, beispielsweise En- 
terobacterien, Bacillaceen oder Hefe-Arten nach gangi- 
gen Methoden herstellen kann. 

Die Figuren zeigen beispielhaft verwendete Plasmide so- 
10 wie experimentelle Ergebnisse nach Einsatz der erfin- 
dungsgemaSen Nukleinsauren bzw. Mikroorganismen 

Es zeigt : 

15 Fig. l: Intergrationsplasmid pK19mobsacB-DeltasdaA 

Die am aufieren Rand des Plasmids angegebenen 
Markierungen kennzeichnen die jeweiligen Re- 
striktionsschnittstellen. Die im Inneren des 
Kreises angegebenen Abschnitte kennzeichnen 

20 folgende Gene: 

kan Kanamycinresistenz 

sacB Sucrase 

OriT Transfer-Origin 

sdA" 5"-Ende des sdaA Gens 

25 sda " 3'-Ende des sdaA Gens 

Fig. 2: Wachstumsverhalten (quadratische Symbole) und 
L-Serin-Abbau (kreisf ormige Symbole) von C. 
glutamicum 13 032ApanBCAsdaA, Klon 1 (□, O) 
und C. cflutamicum 13032ApanBCAsdaA, Klon 2 
(■, •) im Vergleich zu C. glutamicum 
13032ApanBC, Klon 1 (□, O) und C. glutamicum 
13032ApanBC, Klon 2 (■, •) . Die Abszisse X 
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gibt die Fermentationszeit in Stunden [h] an. 
Die Ordinate Y x gibt das Wachstum der Mikro- 
organismen gemessen als optische Dichte (OD) 
bei 600 nm an. Die Ordinate Y 2 gibt die L- 
5 Serinkonzentration in mM an. 

Fig. 3: Expressionsplasmid pEC-T18mob2-serA fbr CB . 

Die am auSeren Rand des Plasmids angegebenen 
Markierungen kennzeichnen die jeweiligen Re- 
10 striktionsschnittstellen. Die im Inneren des 

Kreises angegebenen Abschnitte kennzeichnen 
folgende Gene: 

SerC Phosphoserin Transaminase 

SerB Phosphoserin Phosphatase 

Rep Replikationsursprung 
Per Partition Zellverteilungsgen 

Tet Tetracyclinresistenzgen 
RP4-mob Mobilisationsursprung 
OriV Ursprung der DNA Replikation 

SerA-fbr 3 -Phosphoglycerat Dehydrogenase 
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Ausf lihrungsbeispiele 8 

1. Konstruktion einer sdaA-Deletionsmutante von C. glu- 
25 tamicum ATCC13 032 ApanBC 



30 



Corynebacteriun, glutamics verfugt uber eine Nukleotid- 
sequenz (Genbank-Accession-Nummer BAB99038; SEQ-ID-No. 
1) dessen abgeleitete Polypeptid-Seguenz 40 % Identitat 
zur beschriebenen L-Serin-Dehydratase von E. coli auf- 
weist (NCBI-Accession-Nummer P16095) . Durch gengerich- 
tete Mutagenese nach einer Methode von Link et al. 
(Link AJ, Phillips D, Church GM. Methods for generating 
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precise deletions and insertions in the genome of wild- 
type Escherichia coli : application to open reading fra- 
me characterization. J Bacterid . 1997 

Oct;179(20) :6228-37) und Schafer et al . (Gene 145: 69- 
5 73 (1994)) wurde das sdaA-Gen von C. glutamicum dele- 
tiert. Hierzu wurden folgende Primer von der corynebac- 
teriellen sdaA-Sequenz (NCBI Accession-Nummer AP005279) 
abgeleitet : 



1 0 sdaA - 1 : 5 » - TCGTGCAACTTCAGACTC - 3 * 

(AP005279 Nukleotid 73635 - 73653) ; 



SdaA- 2 : 5 • - CCCATCCACTAAACTTAAACACGTCATAATGAACCCACC - 3 4 
(AP005279 komplementar zu Nukleotid 74121-74139); 

15 

SdaA- 3 : 5 * - TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCCGACTAATGGTGCTGCG - 3 « 
(AP0052 79 komplementar zu Nukleotid 74 553 - 74571) ; 

sdaA- 4: 5 * -CGGGAAGCCCAAGGTGGT-3 1 
20 (AP005279 Nukleotid 75044 -75062) 

Primer sdaA-1 und sdaA-2 flankieren jeweils den Beginn 
und das Ende des sdaA-Gens. Die Primer sdaA-2 und sdaA- 
3 verfiigen uber jeweils komplementare Linker -Regionen 

25 (hervorgehobener Text) , die es ermoglichen in einem 

zweistufigen PCR-Ansatz (Cross-over PCR) eine Deletion 
in dem sdaA-Gen in vitro zu erzeugen. In einer ersten 
PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA von C. glutamicum 
wurden jeweils die Primer-Kombinationen sdaA-1 und 

30 sdaA-2 sowie sdaA-3 und sdaA-4 eingesetzt. Die PCR- 
Reaktion wurde in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 fM De- 
oxynukleotidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , je 
600 nM der entsprechenden Oligonukleotide sdaA-1 und 
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sdaA-4 sowie 60 nM der Oligonukleotide sdaA-2 und sdaA- 
3, 100 ng chromosomaler DNA von Corynebacterium gluta- 
mics ATCC13032, l/io Volumen 10-fach Reaktionspuf f er 
und 2,6 Einheiten einer hitzestabilen Taq-/Pwo-DNA- 
Polymerase-Mischung (Expand High Fidelity PGR System 
der Pirma Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) in 
einem Thermocycler (PTC-100, M J Research, inc., Water- 
town, USA) unter f olgenden Bedingungen durchgef iihrt • 
94°C fur 30 Sekunden, 5 0 o C fur 30 Sekunden und 72° C fur 
40 Sekunden. Der Elongationsschritt bei 72°C wurde nach 
10 Zyklen urn 5 Sekunden pro Zyklus verlangert. Nach der 
PCR-Reaktion wurden die erhaltenen DNA-Fragmente, die 
jeweils eine Lange von 500 bp aufwiesen mit dem QIAExII 
Gelextraktionskit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers 
aus einem 0,8 %igen Agarose-Gel isoliert, und beide 
Fragmente wurden als Template in die zweite PGR einge- 
setzt. Als Primer wurden nun die Primer sdaA-l und 
sdaA-4 eingesetzt. Diesmal erfolgte die Reaktion in 35 
Zyklen in Gegenwart von 200 fxM Deoxynukleotidtri- 
Phosphaten, je 600 nM des entsprechenden Oligonukleo- 
tids, jeweils 20 ng der isolierten Template-DNA aus der 
ersten PGR, i/ 10 Volumen 10-fach Reaktionspuf fer und 
2,6 Einheiten der Taq-/Pwo-DNA-Polymerase-Mischung un- 
ter folgenden Bedingungen: 94<>c fur 30 Sekunden, 50°C 
fur 30 Sekunden und 72°c fur 80 Sekunden. Wiederum wur- 
de der Elongationsschritt nach 10 Zyklen urn jeweils 5 
Sekunden verlangert. Nach der PCR-Reaktion wurde das 
erhaltene 1000 bp lange DNA-Fragment , dass nun das in- 
aktivierte sdaA-Gen mit einer 42 0 bp langen zentralen 
Deletion beinhaltet, aus einem 0,8 %igen Agarose-Gel 
isoliert, und blunt-end mit Hilfe des Sure Clone-Kits 
(Amersham Pharmacia Biotech) in die ^al-Schnittstelle 
des Inaktivierungsvektors P K19mobsacB (Schafer et al . 
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Gene 145: 69-73 (1994), der nur in E. coli , nicht aber 
in C. glutamicum replizieren kann, kloniert. Das erhal- 
tene Plasmid P K19mobsacB_AsdaA (Fig. i) wurde durch Re- 
striktionskartierung auf Richtigkeit uberpruf t . Die 
5 Klonierung erfolgte in dem Escherichia coli Stamm 
DH5o;mcr (Grant et al . , Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America USA 
(1990) 87: 4645-4649). 

AnschlieSend wurde das Plasmid durch Elektroporation in 
10 C. srlutamicum 13032ApanBC (Radmacher E, Vaitsikova A, 

Burger U, Krumbach K, Sahm H, Eggeling L. Linking cent- 
ral metabolism with increased pathway flux: L-valine 
accumulation by Corynebacterium glutamicum. Appl Envi- 
ron Microbiol. 2002 68 (5) :2246-50) eingebracht und auf 
15 Integration des Vektors selektioniert . Dieser Stamm ist 
durch die Deletion der Pantothenat-Biosynthese Gene 
pans und pane Pantothenat-auxotroph, und zeichnet sich 
dadurch aus, dass er unter Pantothenat -Limitation auf- 
grund einer verstarkten Akkumulation von Pyruvat ca . 50 
20 mM Alanin und 8 mM Valin ausscheidet . Dariiber hinaus 

bildet der Stamm ca. 100 yM L- Serin und eignet sich so- 
mit als Ausgangsstamm fur die Konstruktion eines 
L-Serinproduzenten. Es wurden Kanamycin-resistente Klo- 
ne von C. glutamicum 13 032ApanBC erhalten, bei denen 
25 der Inaktivierungsvektor im Genom integriert vorlag. Urn 
auf die Excision des Vektors zu selektionieren, wurden 
Kanamycin-resistente Klone auf Saccharose-haltigem LB- 
Medium ((Sambrook et al . , Molecular cloning. A labora- 
tory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory 
30 Press) mit 15 g/1 Agar, 2% Glucose/ 10% Saccharose) 

ausplattiert und Kolonien erhalten, welche den Vektor 
durch ein zweites Rekombinationsereignis wieder verlo- 
ren haben (Jager et al . 1992, Journal of Bacteriology 
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174: 5462-5465). Zwei dieser Klone, deren Nukleotide 
des sdaA-Gens von Position 506 bis 918 deletiert waren 
und fortan mit 13 032ApanBCAsdaA, Klon 1 und 
13032ApanBCAsdaA, Klon 2 bezeichnet werden, wurden fur 
die weiteren Untersuchungen verwendet . 

2. Einfluss der sdaA-Deletion auf den L-Serin-Abbau 

im Folgenden wurde getestet, ob das deletierte sdaA-Gen 
tatsachlich am L-Serin-Abbau beteiligt ist. Hierzu wur- 
de ein Wachstumsexperiment mit jeweils zwei Klonen des 
Stamms C. glutamicum 13 032ApanBCAsdaA im Vergleich zum 
Stamm C. glutamicum 13 032ApanBC auf Minimalmedium 
(Keilhauer et al . , Journal of Bacteriology 175 (1993) 
5595-5603) das zusatzlich 2 % Glucose, 1 ^ M Pantothenat 
und 100 mM L-Serin enthielt durchgef uhrt . Es wurde das 
Wachstum und der Verbrauch von L-Serin verf olgt . Das 
Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. 

Das Ergebnis in Fig. 2 zeigt, dass die Deletion des 
sdaA-Gens zu einem ca. 40 % verringerten Abbau von 
L- Serin f uhrt . 



25 3. Einfluss der Deletion des sdaA-Gens auf die L-Serin- 
Bildung 

Urn zu testen, welchen Einfluss die Deletion des 
L -Serin-Dehydratase-Gens auf die L-Serin-Bildung hat, 
30 wurden die Stamme 13 032ApanBCAsdaA (Klon 1, Klon 2) und 
13032ApanBC (Kon 1, Klon 2) mit dem Plasmid 
pEC-T18mob2-serA^serCserB transf ormiert . Das Plasmid 
(Fig. 3) setzt sich zusammen aus dem Vektor P EC-T18mob2 
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30 



(Tauch, A., Kirchner, O. , Loffler, B. , Gotker, S., Puh- 
ler, A. and Kalinowski , J. Efficient Electrotransf orma- 
tion of Corynebacterium diphtheriae with a Mini- 
Replicon Derived from the Corynebacterium glutamicum 
Plasmid pGAl. Curr. Microbiol. 45 (5), 362-367 (2002)), 
den corynebacteriellen Genen serA ar (Peters -Wendisch P, 
Netzer R, Eggeling L, Sahm H . 3 - Phosphoglycerate de- 
hydrogenase from Corynebacterium glutamicum: the 
C-terminal domain is not essential for activity but is 
required for inhibition by L-serine. Appl Microbiol Bi- 
otechnol. 2002 Dec;60 (4) :437-41) , sowie serC und serB 
(deutsche Patentanmeldung 100 44 831.3, 11.09.2000). 
Nach erfolgter Elektroporation wurden die Stamme 
13032ApanBCAsdaApserA fbr CB und 13 032ApanBCpserA fbr CB er- 
halten. Zur Untersuchung der L-Serinausscheidung wurden 
die zwei Stamme 13032ApanBCAsdaApserA fbr CB und 
13032ApanBCpserA fbr CB in Komplexmedium (Cglll mit 2% 
Glukose und 5 fig/1 Tetracyclin) geziichtet, und das Per- 
mentationsmedium CGXII (J Bacteriol (1993) 175 : 5595- 
5603) jeweils aus den Vorkulturen beimpf t . Das Medium 
enthielt zusatzlich 50 /zg/1 Kanamycin und 1 /xM Pan- 
tothenat. Als Kontrolle wurden die beiden Ausgangsstam- 
me 13 032ApanBC und 13032ApanBCAsdaA in gleicher Weise 
kultiviert, allerdings enthielten die Medien kein 
Tetracyclin b. Es wurden je mindestens zwei unabhangige 
Fermentationen durchgef uhrt . Nach Kultivierung fur 3 0 
Stunden bei 30°C auf dem Rotationsschuttler bei 120 Upm 
wurde die in das Medium akkumulierte L-Serinmenge be- 
stimmt. Die Bestimmung der Aminosaurekonzentration er- 
folgte mittels Hochdruckf lussigkeitschromatographie (J 
Chromat (1983) 266: 471-482). Das Ergebnis der Fermen- 
tation ist in Tabelle 1 dargestellt, und es zeigt sich, 
daS das Ausschalten der L-Serin-Dehydratase zu einer 4- 
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fachen Steigerung der L-Serin-Akkumulation im Medium 
fuhrt, unabhangig davon, ob die L-Serin-Biosynthesegene 
serA tbr , serC und serB uberexrimiert werden. Die Uberex- 
pression der L-Serin-Biosynthesegene serA fbr , serC und 
serB fuhrt jedoch generell zu einer 16-fachen Steige- 
rung der L-Serin-Akkumulation im Kulturiiber stand. Somit 
stellt die Nutzung der konstruierten und beschriebenen 
Deletionsmutante AsdaA ein Verfahren dar, urn die 
L-Serinbildung entscheidend zu verbessern. 



Tabelle 1: Akkumulation von L-Serin im Kulturiiberstand 

von Corynebacterium glutamicum 13032ApanBC und 

13 032ApanBCAsdaA nach Expression der Gene serA fbr , serC 



15 und serB. 



Stamm 


ODsoo 


l- Serin [mM] 


13 032ApanBC 


40 


0,1 


1 3 0 3 2 ApanBCAsdaA 


42 


0,4 


13 0 3 2 ApanBCpserA fbr CB 


30 


1,6 


1 13 032ApanBCAsdaApserA fbr CB j 


30 


6,6 



4. Bestimmung der L-Serin-Dehydratase-Aktivitat 
Zur Bestimmung der L-Serin Dehydratase -Aktivi tat wurde 
der Wildtypstamm WT P XMJ19 (Jacoby M. , Burkovski A 
(1999) Construction ans application of new Corynebacte- 
rium glutamicum vectors. Biotechnol. Technique 13: 437- 
441) , der Uberexpressionsstamm WT pXMJ19_sdaA und der 
Deletionsstamm AsdaA pXMJ19 in CgXII-Minimalmedium wie 
bei Keilhauer et al., (1993) beschrieben angezogen. Das 
Medium enthielt 30 mg/1 Protokatechusaure, 100 mM Glu- 
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kose und 100 mM L-Serin. Die Zellen warden in Anwesen- 
hext von 1 mM Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
kultiviert und in der exponent ie 11 en Wachstumsphase bei 
exner optischen Dichte von 6-8, gemessen am 
Spektralphotomer Pharmacia Biotech ultrospec 3000, ge- 
erntet. AnschlieSend wurden sie 10 min bei 4500 rpm und 
4°C abzentrifugiert, in 50 mM N-2- 

Hydroxyethylpiperazin-N- -2 -ethansulf onsaure-Puf f er (p H 
8,0) respundiert, und erneut zentrifugiert . Danach wur- 
den die Zellen in 50 mM N-2-Hydroxyethylpiperazin-N ■ -2- 
ethansulfonsaure-Puffer (pH 8,0), 1 mM FeS0 4 und 10 mM 
Dithiothreitol aufgenommen. Der Zellauf schluss erfolgte 
mittels Ultraschallbehandlung (Branson sonifier 250- 
duty cycle 25%, output control 2,5, 10 Minuten) auf ' 
Eis. Zur Bestimmung der L-Serin Dehydratase-Aktivitat 
enthielt der Reaktionsansatz 50 mM N-2-Hydroxyethyl - 
piperazin-N.-2-ethansulfonsaure-Puffer (p H 8,0), 10 mM 
Dithiothreitol und 10-100 M l Rohextrakt. Der Nachweis 
des aus dem Serin gebildeten Pyruvate erfolgte wie be- 
schrieben (Ohmori et al . , 1991) . Die Rea ktion wurde 
durch Zugabe von 50 mM L-Serin gestartet und nach 10 
Minuten durch Zugabe von 1 , 2-Diamino-4 , 5-dimethoxy- 
benzol Reagenz im Verhaltnis 1 :1 gestoppt. Das Reagenz 
bestand, wie bei Ohmori et al., 1991 beschrieben, aus 4 
mg l f 2-Diamino-4 /5 -dimethoxybenzol in 42,4 ml H 2 0, 3,5 
ml P-Mercaptoethanol und 4,1 ml HC1 (37%ig) ge 16st . An- 
schlieSend erfolgte eine Inkubation fur 2 h bei 102°C 
trockener Hitze. Der Nachweis und die Quant if izierung 
des aus dem Pyruvat entstandenen 2 -Hydroxy- 6 7- 
dimethoxy-3-methylguinoxalin-Derivats erfolgte mittels 
Hochdruckfiassigkeitschromatographie, ebenfalls wie be- 
schrieben (Ohmori et al., 1991) . Die Proteinbestimmung 
am Rohextrakt erfolgte mittels eines auf der Bradford- 
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MSth0de (B ««°^, »7« beruhenden Protein Assays (Pa 
Bio-Rad) . Die ermittslten spezifiscnen L-Seri„ Dehydra- 
tase-Aktivitaten der drei st &mas sind in Tabelle 2 ^_ 
gegeben . 



Tabelle 2: Spezifische Aktivitat der L-Serin Dehydrata- 
se xn den Stammen 13032 WT pXMJ19_sdaA (Uberexprimie- 
rer) , 13032 WT pXMJ19 (Wildtyp mit Leervektor) und 
13032 A.daA PXMJ19 (Deletionsmutante mit Leervektor) 
unter induzierenden Bedingungen. 



C. glutamicuxn Stamm 


spez. Aktivitat 
[nmo 1 /min *mg] 


13 032 WT pXMJ19_sdaA 


0,221 


13032 WT pXMJ19 


0,003 


13 032 AsdaA pXMJ19 


0 
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Patentanspruch 
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in Mikroorganismen der Gattung Corynebacterium rep- 
lizierbare, gegebenenf alls rekombinante Nukleinsau- 
ren, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass die fur die L-Serin-Dehydratase codierende 
Nukleotidsequenz in Teilen oder komplett deletiert 
Oder mutiert ist oder gegenuber naturlich vorkom- 
menden Nukleotidsequenzen geringer oder gar nicht 
exprimiert wird. 



2. Nukleinsauren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzei chne t , 
dass die sdaA-Gensequenz in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert ist oder gegenuber naturlich 
vorkommenden Nukleotidsequenzen geringer oder gar 
nicht exprimiert wird. 

3 . Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 2 
gekennzeichnet durch eine Nukleotidsequenz gemafi 
SEQ ID no 1, deren Nukleotide von Position 506 bis 
918 komplett oder teilweise deletiert oder mutiert 
-0 sxnd oder ein Allel, Homolog oder Derivat dieser 

Nukleotidsequenz oder mit diesen hybridisierende 
Nukleotidsequenzen . 

4. Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 dass sie aus coryneformen Bakterien isoliert wer- 

den. 

5. Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass sie aus Corynebacterium oder Brevibacterium 
isoliert werden. 

6. Nukleinsauren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass sie aus Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
bacterium flavum isoliert werden. 

7. Genstruktur enthaltend wenigstens eine Nukleotidse- 
quenz gemaS den Anspruchen 1 bis 6 sowie mit diesen 
operativ verknupfte regulatorische Sequenzen. 

8. Vektor enthaltend wenigstens eine Nukleotidsequenz 
gemafi Anspruch 1 bis 6 oder eine Genstruktur gemaS 
Anspruch 7 sowie zusatzliche Nukleotidsequenzen zur 
Selektion, zur Replikation in der Wirtszelle oder 
zur Integration in das Wirtszell-Genom. 

L-Serin-Dehydratase mit reduzierter L-Serin- 
Dehydrataseaktivitat, codiert durch eine Nuklein- 
saure gemaJS einem der Anspriiche 1 bis 6. 

L-Serin-Dehydratase nach Anspruch 9, 

mit einer Aminosauresequenz gemaS SEQ ID NO 2 deren 
Aminosauren von Position 135 bis 2 74 verandert 
sind, oder eine modifizierte Form dieser Polypep- 
tidsequenz oder Isoform davon. 

11. L-Serin-Dehydratase gemaS einem der Anspriiche 9 bis 
10, 

25 dadurch gekennzeichnet, 

dass sie aus coryneformen Bakterien stammt . 

12. L-Serin-Dehydratase gemaS einem der Anspriiche 9 bis 
11, 

dadurch gekennzeichnet, 



15 9. 
10 . 

20 
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dass sie aus Corynebacterium oder Brevibacterium 
stammt . 

13. L-Serin-Dehydratase gemafi einem der Anspruche 9 bis 
12, 

5 dadurch gekennzeichnet , 

dass sie aus Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
bacterium flavum stammt. 

14 . Mikroorganismus 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die fur eine L-Serin-Dehydratase codierende 
Nukleotidsequenz, in Teilen oder komplett deletiert 
oder mutiert ist oder gegenuber den naturlich vor- 
kommenden Nukleotidsequenzen geringer oder gar 
nicht exprimiert wird. 

15. Mikroorganismus nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das sdaA-Gen in Teilen oder komplett deletiert 
oder mutiert ist oder gegenuber den naturlich vor- 
kommenden sdaA-Genen geringer oder gar nicht expri- 
miert wird. 

16. Mikroorganismus gemaS einem der Anspruche 14 bis 

15, enthaltend in replizierbarer Form eine Nuklein- 
saure gemafi einem der Anspruche 1 bis 6, eine 
Genstruktur gemafi Anspruch 7, einen Vektor gemaS 
Anspruch 8 oder ein Polypeptid gemaS einem der An- 
spruche 9 bis 13 . 

17. Mikroorganismus gemafi einem der Anspruche 14 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein corynef ormes Bakterium ist . 
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18. Mikroorganismus gemaS einem der Anspruche 14 bis 
17, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass er zur Gattung Corynebacterium oder Brevibac- 
5 terium gehort. 

19. Mikroorganismus gemafi einem der Anspruche 14 bis 
18, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass er zu Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
10 bacterium flavum gehort. 

20. Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen codierend fur an der Biosynthese von L-Serin 
beteiligten Proteinen, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie ausgehend von Nukleinsauren gemaS einem 
der Anspruche 1 bis 6 hergestellt wird und eine zur 
Detektion geeignete Markierung enthalt. 

21. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die fur die L-Serin-Dehydratase codierende Nuk- 
leinsaure in einem Mikroorganismus in Teilen 
oder komplett deletiert oder mutiert wird oder 
gegentiber naturlich vorkommenden Nukleinsauren 
gar nicht oder geringer exprimiert wird, 

b) dieser genetisch veranderte Mikroorganismus aus 
Schritt a) zur mikrobiellen Herstellung einge- 
setzt wird und 

O das gebildete L-Serin aus dem Kulturmedium iso- 
liert wird. 
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22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die sdaA-Gensequenz in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert wird oder gegenuber natur- 
5 lich vorkornmenden Nukleotidsequenzen geringer oder 

gar nicht exprimiert wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Nukleotide gemafi SEQ ID No 1 von Position 
10 506 bis 918 komplett oder in Teilen deletiert oder 

mutiert werden oder gegenuber naturlich vorkornmen- 
den Nukleotidsequenzen geringer oder gar nicht 
exprimiert werden. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 23, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

dass Mikroorganismen aus der Gruppe Corynebacteri- 
um, Brevibacterium, Arthrobacter , Pseudomonas, No- 
cardia, Methylobacterium, Hyphomicrobium, Alcalige- 
nes oder Klebsiella eingesetzt werden. 

20 25. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 
bis 6, eine Genstruktur gemalS Anspruch 7 oder ein 
Vektor gemaS Anspruch 8 eingesetzt wird. 
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Fig. 1 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Fig. 3 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Porsclxungszentrum Jiilich. GmbH 

<120> Verfahren zur tnikrobiellen Herstellung von L-Serin 
<130> PT 1.2057 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> l 
<211> 1449 
<212> DMA 

<213> Corynebacterium glutamicum 
<400> l 

tcgtgcaact tcagactctt acggaggcga tggaccaaaa acaactaoaa tcaagcagat 60 
caccttgtac accaccatag aaaaggccca ccctcagcca tggctatcag tgttgttgat 12 0 
ctatttagca tcggtatcgg accatcatcc tcacataccg tcggccccat gagagccgcc 180 
ctcacgtata tctctgaatt tcccagctcg. catgtcgata tcacgttgca cggatccctt 240 
gccgccaccg gtaaaggcca ctgcactgac ogggcggtat tactgggtct ggtgggafcgg 300 
gaaccaacga tagttcccat tgatgotgca ccctcacccg gcgcgccgat tcctgcgaaa 360 
ggttctgtga acgggccaaa gggaacggtg tcgtattocc . tgacgtttga toctcatcct 420 
cttccagaac accccaatgc cgttaccttt aaaggatcaa ccacaaggac ttatttgtcg *80 
9tgggtggtg ggttcattat gacgttggag gatttccgga agctggacga tatcggatca 540 
ggtgtgtcaa ccattcatcc agaggcagag gtgccttgtc cttttcagaa gagttccoaa 600 
ttactcgcat atggtcgdga ttttgcggag gtcatgaagg ataatgagcg cttaatccac 660 
ggggatcttg gcacagtgga tgcccatttg gatcgagtgt ggcagattat gcaggagtgc 720 
gtggcacaag gcatcgcaao gccggggatt ttaccgggtg ggttgaatgt gcaacgtcgg 780 
gcgccgcagg tacacgcgct gattagcaac ggggatacgt gtgagctggg tgctgatctt 840 
gatgctgtgg agtgggtgaa tctgtacgcc ttggcggtga atgaagaaaa cgccgctggt 900 
ggtcgtgtgg ttactgctcc gactaatggt gctgcgggga ttattccggc ggtgatgcac 960 
tatgcgcggg attttttgac aggttttggg gcggagcagg cgoggacgtt tttgtatacc 1020 
gcgggtgcgg tgggcatcat cattaaggaa aatgcctcga tctctggcgc ggaggtgggg 1080 
tgtcagggtg aggttggttc agcgtccgcg atggcggctg cogggttgtg tgcagtctta 1140 
ggtggttctc cgcaacaggt ggaaaacgcc gcggagattg cgttggagca caatttggga 1200 
ttgacgtgcg atccggtggg cgggttagtg cagattccgt gtattgaacg caacgctatt 1260 
gctgccatga agtccatcaa tgcggoaagg cttgcccgga ttggtgatgg caacaatcgc 1320 
gtgagtttgg atgatgtggt ggtcacgatg gotgcoaccg gccgggacat gctgaccaaa 1380 
tataaggaaa cgtcccttgg tggtttggca accaccttgg gcttcccggt gtcgatgacg 1440 
gagtgttag 

1449 
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<210> 2 
<211> 449 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 
<400> 2 



Met Ala He Ser Val Val Asp Leu Phe Ser He Gly He Gly Pro Ser 

1 "5 



Ser Ser His Thr Val Gly Pro Met 



20 



10 15 



Arg Ala Ala Leu Thr Tyx He Ser 



25 



30 



Glu Phe Pro Ser Ser. His Val Asp He Thr Leu His Gly Se r Leu Ala 
35 40 45 

Ala Thr Gly Lys Gly His Cy S Thr Asp Arg Ala Val Leu Leu Gly Leu 
50 55 60 

Val Gly Trp Glu Pro Thr He Val Pro He Asp Ala Ala Pro Ser Pro 

Gly .Ala Pro He Pro Ala Lys Gly Ser Val Asn Gly Pro Lys Gly Thr 
85 9 ° 95 

Val ser Tyr Ser Leu Thr Phe Asp Pro His Pro Leu Pro Glu His Pro 
100 110 

Asn Ala Val Thr Phe Lys Gly Ser Thr Thr Arg Thr Tyr Leu Ser Val 
115 12 ° 125 

Gly Gly Gly Phe Xle Met Thr Leu Glu Asp Phe Arg Lys Leu Asp Asp 

135 140 

lie Gly ser Gly Val Ser Thr He His Pro Glu Ala Glu Val Pro Cys 

150 155 16Q 

Pro Phe Gin Lys Ser Ser Glu Leu Leu Ala Tyr Gly Arg Asp Phe Ala 

165 17 ° 175 

Glu Val Met Lys Asp Asn Glu Arg Leu He His Gly Asp Leu Gly Thr 
180 185 • 190 

Val Asp Ala His Leu Asp Atq Val Tw, m« T1= » - , 

e ^3 vaj. Trp Gin He Met Gin Glu Cys Val 



200 



205 



Ala Gin Gly He Ala Thr Pro Gly He Leu Pro Gly Gly Leu Asn Val 

215 220- 
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Gin Arg Arg Ala Pro Gin Val His Ala Leu He Ser As* Gly Asp Thr 
225 230 235 . 240 

Cys Glu Leu Gly Ala Asp Leu Asp Ala Val Glu Trp Val Asn Leu Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Ala Val Asn Glu Glu Asn Ala Ala Gly Gly Arg Val Val Thr 
260 265 27Q 

Ala Pro Thr Asn Gly Ala Ala Gly He He Pro Ala Val Met His Tyr 



275 280 



285 

Ala Arg Asp Phe Leu Thr Gly Phe Gly Ala Glu Gin Ala 



290 295 



Arg Thr Phe 
300 



Leu Tyr Thr Ala Gly Ala Val Gly He He He Lys Glu Asn Ala Ser 
305 310 3!5 320 

He ser Gly Ala Glu Val Gly Cys Gin Gly Glu Val Gly Ser Ala Ser 



325 



330 



335 



Ala Met Ala Ala Ala Gly Leu Cys Ala Val Leu Gly Gly Ser Pro Gin 
340 345 350 

Gin Val Glu Asn Ala Ala Glu He Ala Leu Glu His Asn Leu Gly Leu 
355 360 - 36S 

Thr Cys Asp Pro Val Gly Gly Leu Val Gin He Pro Cys He Glu Arg 
370 37 S 380 

Asn Ala He Ala Ala Met Lys Ser He Asn Ala Ala Arg Leu Ala Arg 

400 

He Gly Asp Gly Asn Asn Arg Val Ser Leu Asp Asp Val Val Val Thr 
405 410 41s 

Met Ala Ala Thr Gly Arg Asp Met Leu Thr Lys Tyr Lys Glu Thr Ser 



420 



425 



430 



Leu Gly Gly Leu Ala Thr Thr Leu Gly Phe Pro Val Ser Met Thr Glu 
435 440 44S 

Cys 
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